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変形性膝関節症における痛みの分子細胞学的解析
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要 　　約
　変形性膝関節症患者の関節液には、炎症の化学伝達因子であるケミカルメディエーターが含まれてい
る。ケミカルメディエーターにはブラジキニン、ヒスタミン、インターフェロン、プロスタグランジン
などがあるが、その内、疼痛の原因となることが解っているものがブラジキニンである。我々は PC12
細胞から NGF には反応しないが、細胞の中や細胞外のいろいろな物質が神経に作用する効果があるか
ないかを鋭敏に検出できる PC12m3 細胞を開発した。PC12m3 細胞にブラジキニン（100μg/ml）を作用
させたところ、アポトーシスを誘導することなく、高い神経突起の形成（神経分化）が観察された。ま
たブラジキニンによる神経突起形成は p38 MAP キナーゼ阻害剤である SB203580 によって大きく抑制さ
れた。ブラジキニンによる p38 MAP キナーゼの活性は、PC12 親細胞よりはるかに高いものであった。
これらの見解から PC12m3 細胞では、ブラジキニンは p38 MAPK 経路を活性化することで神経分化を誘
導するということが示唆された。
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はじめに
　一般の人を対象にした疫学調査では、60 歳以上
で女性の約 40％、男性の約 20％がレントゲン上、
変形性膝関節症と診断される。さらに、この割合は
80 歳代では女性で 60％以上、男性でも 50％近くに
達する１）。そして、レントゲン上で変形性膝関節症
の所見がある人のうち約 20％に膝の痛みや腫れな
どの自覚症状が見られる。高齢化社会を迎えて、変
形性膝関節症等の骨関節疾患は QOL を低下させて
健康寿命の延伸を妨げる最も大きな原因となってい
る。変形性膝関節症の治療としてヒアルロン酸など
の薬物や種々の運動療法などが行われているが、新
しい治療法を開発するのにその最も良い評価指標は
痛みの評価である。ところが、診断による患者の疼
痛の度合いを客観的に決定する基準は未だ存在しな
い。そこで今回の研究では、我々が新たに開発した
特殊な薬剤高感受性細胞である PC12m3 細胞を用い
て変形性膝関節症における痛みの分子細胞学的解析
による客観的数値化のための基礎実験を行う。
　PC12 細胞は 1975 年にアメリカのグリーンによっ
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てラット副腎髄質褐色細胞腫から単離された細胞
であり、神経成長因子である NGF の投与によって
MAP キナーゼが活性化し、神経細胞に分化する２）。
我々はこの PC12 細胞から異なった形質を示す新し
い PC12 変異細胞である PC12m3 細胞を樹立した３）。
この PC12m3 細胞は NGF 刺激によって正常な持続
した MAP キナーゼ活性を示すにもかかわらず神
経突起の形成がわずかにしか起こらない。しかし、
PC12m3 細胞に NGF と同時にカルシウムイオノホ
ア３）や免疫抑制剤 FK506４）それに抗がん剤５）等の
薬剤を投与するか、あるいは熱ショック６）、高浸透
圧７）あるいは電磁波刺激８）を与えると高い神経突
起の形成が見られた。
　変形性膝関節症患者の関節液には、炎症の化学伝
達因子であるケミカルメディエーターが含まれてい
る。ケミカルメディエーターにはブラジキニン、ヒ
スタミン、インターフェロン、プロスタグランジン、
一酸化窒素（NO）などがあるが、その内、疼痛の原
因となることが解っているものがブラジキニンであ
る。そこで本研究ではブラジキニンを PC12m3 細胞
に投与して PC12m3 細胞の変化を調べることで、変
形性膝関節症における痛みの分子細胞学的解析によ
る客観的数値化のための基礎実験を行う。
方　　法
１．細胞と培養
　実験に使用した PC12 細胞は、グリーンらによっ
てラット副腎髄質褐色細胞腫から単離された神経
分化能を有する細胞である２）。この細胞は、米国
Rockville, ME の American type culture collection より
購入した。
　細胞は、10％ウマ血清と５％牛胎児血清それ
に 80μg/ml のカナマイシンを含む高グルコース型
DME 培地を用いて継代し維持した。細胞の培養は、
炭酸ガス培養器を用い、5％ CO2 で 37℃で行ない、
培地交換は３日おきに行った。継代は、細胞が培
養シャーレ一杯になるとピペッテングし、１～３×
104 cells/cm2 で新しいシャーレに蒔きなおすという
方法により行った。細胞は常時マイコプラズマ感染
の有無を Hoechst 33258 で染色して調べ、感染のな
いことを確認して実験を行った。　
２．細胞へのブラジキニンの投与
　ブラジキニンは水に溶解しニトロセルロースフィ
ルター（ポアサイズ２μm）で濾過することによっ
て作製したものである。ブラジキニンを施した細胞
は７日間培養後神経突起形成を測定した４）。
３. p38 MAP キナーゼの検出
　活性化した p38 MAP キナーゼの検出は免疫ブ
ロット方によって行った９）。方法は、PC12m3 の細
胞 100 万個を 25cm2 のフラスコに蒔き、５日間培
養後無血清下でブラジキニン処理を行い酵素活性の
計測を行った。測定は細胞から全蛋白質を抽出し
10％ポリアクリルアミドゲル電気泳動で分画後ポリ
ビニールメンブレンにブロットした。ブロットした
蛋白質はホスホ p38 抗体を作用させてリン酸化した
p38 MAP キナーゼの検出を行った。
結　　果
１．ブラジキニンによる神経突起の形成
　PC12m3 の細胞 100 万個を 25cm2 のフラスコに蒔
き、精製された NGF １μl とブラジキニン（10 ～
200μg/ml）を作用させて１週間培養したところ、
PC12m3 細胞において、NGF のみを与えた対象に
比べ非常に高い神経突起の形成（神経分化）が観察
された（図１）。PC12m3 細胞におけるブラジキニ
ンによる神経突起の形成は NGF を与えた PC12 親
細胞には及ばないが非常に高い誘導率であった（図
２）。またブラジキニンによる神経突起形成は p38 
MAP キナーゼ阻害剤である SB203580 によって大
きく抑制された。
２．ブラジキニンによる p38 MAPK の活性化
　NGF による ERK の活性化は PC12 細胞の神経分
化に重要な役割をもっているが p38MAP キナーゼ
はどうであろうか。
　PC12m3 の細胞 100 万個を 25cm2 のフラスコに蒔
き、５日間培養後無血清下でブラジキニン 300μg
を 30 分作用させたところブラジキニンによって高
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い p38 MAP キナーゼの活性が見られた（図３）。神
経突起形成変異細胞である PC12m3 細胞のブラジキ
ニンによる p38 MAPK の活性は、p38 MAPK の特
異的阻害剤である SB203580 を 10μM 添加すること
によって失われれることから、ブラジキニンによる
PC12m3 細胞の神経分化は p38 MAPK 経路の活性化
によって引き起こされることが示唆された。
討　　論
　我々が開発した PC12 変異細胞である PC12m3 細
胞は、細胞の中や細胞外のいろいろな物質が神経に
作用する効果があるかないかを鋭敏に検出できる細
胞である。もちろん PC12 の元になった親細胞もそ
れらの物質に反応するが PC12 変異細胞は PC12 親
細胞の 10 ～ 20 倍も感度が高いのである。これら
の PC12 変異細胞を用いて、今までに我々は神経を
活性化したり神経の活動を止めたりするいろいろな
物質を調べてきた。その中で炎症のケミカルメディ
エーターの１つであるインターフェロンは PC12m3
図１　ブラジキニンによる神経突起形成
神経突起形成変異細胞である PC12m3 細胞に NGF １μl を添加したもの（A）、NGF １μl とブラジキニンを 70μg/ml 作用させたもの（B）、
NGF １μl とブラジキニンを 270μg/ml 作用させたもの（C）を１週間培養し位相差顕微鏡で写真撮影を行った（×200）。
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図２　ブラジキニンによる神経突起形成率
神経突起形成変異細胞である PC12m3 細胞に NGF とブラジキニ
ンおよび SB202580 を添加し１週間培養後、位相差顕微鏡で写
真撮影を行い、おのおの 200 個の細胞について神経突起数を計
測した。
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図３　ブラジキニンによる p38 MAPK の活性化
神経突起形成変異細胞である PC12m3 細胞 PC12 親細胞に無血清
下でブラジキニン（300μg/ml）処理を 10 分又は 20 分行い、免疫
ブロット法により p38 MAPK の検出を行った。
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細胞の神経突起の形成を大幅に促進することを見出
した。この時インターフェロンは細胞内情報伝達に
働く、ERK や MAPK を活性化することで神経の活
性の働くことが判明した10）。そこで今回炎症のケミ
カルメディエーターで発痛物質であるブラジキニン
は PC12m3 変異細胞を活性化すると考えられるの
で、関節症患者の関節液を調べる前にまず最初、精
製されたブラジキニンを PC12m3 細胞に投与しその
効果を調べてみたのである。
　感覚神経終末には、侵害刺激や温度刺激を感知し
てそれを電気信号に変換するセンサーが存在してい
る。その痛みや温度センサーの作用メカニズムを解
明することは、痛みを制御できるようになるのでは
ないかと考えられる。侵害刺激を受容する TRP チャ
ンネルの多くは、温度刺激も受容する共通のチャン
ネルとなっている。痛みを惹起する侵害刺激は、温
度刺激（熱刺激と冷刺激）、化学刺激、それと機械
多刺激に大きく分けられる。我々は温度刺激に高感
受性を示す細胞（PC12m3）を見つけたが、これはい
ろいろな化学刺激にも高感受性を示す細胞であった。
　トウガラシの主成分であるカプサイシンは辛味と
同時に痛みも惹起する。カプサイシンは PC12m3 細
胞の分化を誘導する（未発表データ）。カプサイシ
ンの受容体は TRPV1 と呼ばれている11）、12）。TRPV1
の熱による活性化の温度閾値は約 43℃で、この温
度は生体に痛みを引き起こす温度閾値とほぼ一致
する。また、炎症関連メディエーターの存在下で
は、TRPV1 活性化温度の閾値が約 43℃から約 30℃
に低下することから、炎症時には TRPV1 が体温に
よって活性化して痛みと惹起していると考えられ
る13）。具体的には、炎症によって放出されたブラジ
キニンが正常では 43℃以上のみで活性化されてい
た TRPV1 が体温である 36℃でも活性化して疼痛を
引き起こしたと考えられる。
　PC12m3 細胞は熱やブラジキニンによって p38 
MAPK を活性化することによって神経誘導に働く
（図２、３）が、そのレセプターは不明であった。
しかしブラジキニンは TRPV1 レセプターを活性化
することから14）、TRPV1 レセプターによって活性
化された p38 MAPK の活性が PC12m3 細胞の分化
に働いたことを示唆している。これらの見解から、
痛覚神経の場合は、ブラジキニンが p38 MAPK を
活性化することで痛覚神経の活性化つまり“いたみ”
に働いていると考えられる。
Abstract
   There are several chemical mediators, including 
bradykinin, histamine, interferon and prostaglandin, 
in synovial fluid of the knee joint of an osteoarthritic 
patient. Among these chemical mediators, bradykinin is 
the cause of pain. We developed a neuronal cell line from 
PC12 cells, PC12m3, in which NGF-induced neurite 
outgrowth is impaired and that show neurite outgrowth in 
response to various chemicals. When cultures of PC12m3 
cells were treated with bradykinin at a concentration of 
100μg/ml, neuronal differentiation of PC12m3 cells was 
observed without induction of apoptosis. Bradykinin 
induced-neuronal differentiation of PC12m3 cells was 
inhibited by by the p38 MAPK inhibitor SB203580. 
The extent of phosphorylation of p38 MAPK induced 
by bradykinin in PC12m3 cells was much greater than 
in PC12 parental cells. These findings suggest that 
bradykinin-induced activation of p38 MAPK signaling 
pathway is responsible for the neurite outgrowth of 
PC12m3 cells. 
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